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Abstract 



The apparatus for bio tests has an automatic image evaluation of biological samples in sample dishes, with 
and without the effects of phytotoxic substances in various matrices. An optical system for the images uses 
a digital charge coupled device (CCD) camera, and the samples are illuminated by light on or through them, 
with a glass disk of a high polarity matrix if required. The data for reduction and evaluation are passed to an 
image analysis system. The assembly has a system to discriminate between sample components such as 
seed husks, roots, shoots, hairs and the like, where surfaces can be shrouded. The operation takes into 
account their length and width, and shadow surfaces in a quantitative measurement. The same sample can 
be measured repeatedly to show changes in the sample between the periodic measurements. A barcode for 
the sample is within the camera field, to relate the measurements and their timings to the sample, together 
with test sets where the sample dishes are placed by the computer for randomized test runs. The system is 
calibrated automatically, using a test body of known geometry and color, so that the sample data can be 
computed in absolute values. The test body has a barcode for calibration. The illumination can be set for 
evaluation in dark surroundings, using a wavelength which does not affect the plants, but is visible to the 
camera, so that the image analysis can be carried out in a light which is not in the visible spectrum. The 
illumination is pref. in the infra red range. The color camera has a filter according to the colors required for 
separate register and evaluation of the samples. The system compares registered data with stored 
comparative data. The camera and the evaluation systems are in separate locations, to give a central 
evaluation station. The camera and the sample dishes are moved in relation to each other, so that the 
camera can take focused pictures of the samples. The evaluation system can determine the effects of 
environmental chemicals through the color and structure patterns of the test plants, and also establish the 
seeds from movement patterns, color and shape categories also after growth. Objects which are below the 
resolution threshold of the camera, <= 1 mm, can be reproduced true to the original. The camera and the 
evaluation system can determine the metabolism rate of the plants, through a filter system. Specific optical 
filters are fitted for the illumination and the camera, to measure and quantify the fluorescence of the plants. 
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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Vorrichtung zur Durchfuhrung von Biotests 

(§) Es tst eine Vorrichtung zur Durchfuhrung von Biotests 
offenbart, die gekennzeichnetistdurch Mittel zur automa- 
tischen bildanalytischen Auswertung von in Probenscha- 
len angeordneten biologischen Proben mit und ohne Ein- 
flufS potentiell phytoto>cischer Substanzen in verschiede- 
nen Matrices, mit einer optischen Aufnahmeeinrichtung, 
die die Probenschale mit Auf- oder Durehlicht beleuchtet, 
die Proben gegebenenfalls mit einer Glasscheibe oder ei- 
ner hoch polaren Matrix planarisiert, mit einer digitalen 
(CCD) Kamera aufnimmt und die Daten zur Reduktton und 
• Auswertung an ein Bildanalysesystem weitergibt. 
Hierdurch wird eine einfach durchzufuhrende, objektivler- 
bare und objekterhaltende Moglichkeit zur Durchfuhrung 
und Auswertung von Biotests geschaffen. 
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Beschreibung 



Biotests sind bekannt. So werden z. B. biologische Kurz- 
zeittests zur Keimung und zum weiteren Wachstum von 
Pflanzen insbesondere der Wurzel und des Sprosses bis zum 
Keimblattstadium durchgefuhrt. 

Derartige Biotests werden je nach Fragestellung zur Be- 
stimmung der \^talitat von Saatgut, besonders aber rum in- 
tegralen Aufspiiren von phyto/pflanzentoxischen Wirkun- 
gen von ReinstofFen, Stoffgemischen und Umweltproben 
(Wasser, Wasserkonzenlrate, Boden, Sediment, Boden- und 
Sedimenteluate und -extrakte, FeststofFe) eingesetzt. 

Sie ermoglichen die iniegrale Bewertung von in die Um- 
.welt einzubringenden oder dort vorkommenden Stoflfen hin- 
sichUich moglicher Gefahrdungspotentiale z. B. durch 
Schadstoffeintrag aus der Luft und dem Regen in Waldge- 
bieten. Fur potentielle SchadstofFgemische mit komplexer, 
chemisch-analytisch gar nicht umfassend anaLysierbarer Zu- 
sammensetzung - z. B. Abwasser-, Deponiesickerwasser- 
strome, Bodenextrakte besonders aus Altlasten und deren 
biologische Sanierungsprodukte - Verbrennungsprodukte 
(Abgase) aus der Chemischen Industrie, der Energieerzeu- 
ger und dem Strafienverkehr sind integrale Wirkungstests 
zur okotoxikologischen Bewertung unverzichtbar. 

Biotests konnen besonders bei modemen Pflanzenschutz- 
mitteln (hoher Wirksamkeit bei geringer Aufwandmenge) in 
Erganzung und Konkurrenz zur oft schwierigen chemischen 
Analytik treten. 

Das Wachstum von terrestrischen oder aquatischen Ge- 
faBpflanzen ist die lebenswichtige Grundlage fur jegliches 
tierische und menschliche Leben auf der Erde. Trotzdem 
wurde die Verwendung von GefaBpflanzen zum Aufspuren 
von Schadstoffen bisher stark gegeniiber dem Einsatz von 
einzelligen Algen vemachlassigt. GefaBpflanzsen sind je- 
dpch z. B. gegenuber auxinanalogen Herbiziden viel emp- 
findlicher als einzellige Algen, da letztere nicht liber eine 
auxingesteuerte Wachstumsregulation verfugen. Die Bewer- 
tung von Luflschadstoffen ist erst durch die quantitative Er- 
fassung von hoheren Pflanzen mogUch. 

Der Grund fiir den'selteneren Einsatz von Gefai3pflanzen 
ist unter anderem die hohere Formenvielfalt und Komplexi- 
tat von GefaBpfianzen, welche bisher eine manuell optische 
und damit zeit- und kostenintensive und niemals vollig ob- 
jektivierbare Auswertung erforderlich macht. 

Der Pflanzen-Keimungs-Wurzellangentest z. B. nutzt die 
hohe Empfindlichkeit von Pflanzen gegenuber toxischen 
Stoffen wahrend der Keimungsphase bis zur Ausbildung der 
Keimblalter aus. 

Richtlinien fiir die Testdurchfuhrung fihden sich z. B, in: 

- DIN Entwurf 38412 ''Bestimmung der Wirkung von 
Ab wasser auf das Wurzellangen wachstum der Garten- 
kresse". Dieser sieht ein dreitagiges beleuchtetes 
Wachstum von Kressesamen auf Edelstahlnetzen in 
eine Verdun nungsreihe von Abwasser vor. Als MeB- 
groBen dient die manuell gemessene Wurzellange. Au- 
Berdem sollen Erscheinungen wie die Ausbildung der 
Wurzelhaarzone und Entwicklungszustand von Hypo- 
kotyl und Blatiern protokoUiert werden. 

- Der Entwurf DIN 350 11 269 Teil 1 beschreibt die 
Priifung des Wachstunis vorgekeimter Gerstesanien in 
Bodenproben. Auch hier sollen nach 5 bis 7 Tagen und 
Entfemung der Erde die Lange der langsten Wurzel, 
gegebenen falls auch die des Triebes gemessen werden. 

- Die EPA-Richtlinie 600-3-88-029 sieht ein fiinftagi- 
ges "Protocols for short tenn toxicity screening of ha- 
zardous waste sites" Wachstum z. B. von Salatsamen 
im hell-/dunkel-Zyklus in Petrischalen in Gegenwart 



der Tesdosung vor. Mogliche MeBgroBen sind Kei- 
mung, Wurzellange und TVockengewicht. 

Allen Richtlinien ist gemeinsam, daB neben der zersto- 

5 renden Trockenmassebestimmung nur die einfachste MeB- 
groBe des Wachstums - die Lange der Wurzel- bestimmt 
wird, da nur diese Langenmessung dem menschlichen Auge 
problemlos moglich ist. 

Weiter bekannt sind biologische Kurzzeittests zur Wachs- 

10 tumshemmungAforderung von Wasserlinsen (Lemnaceae): 
Wurzelnde oder freischwimmende GefaBpflanzen sind 
neben Algen ein wesentlicher Bestandteil vieler aquatischer 
Okosysteme. Wasserlinsen sind eine Nahrungsquelle fiir 
Wasservogel und viele Kleintiere. Sie dienen Fischen als 

15 Futter, Deckung und Schatten. Kleine wirbellose Here nut- 
zen sie als Trager. Bei zu schnellem Wachstum konnen sie 
jedoch Licht- und Sauerstoffzufuhr soweit unt^binden, daB 
es zu Fischsterben kommt; 

Ein Test ist z. B. in der ASTM Guideline E 1415-91 

20 "Standard Guide for Coriducting Static Toxicity Tests With 
Lemna gibba G3" dargestellt. Eine vergleichbare europai- 
sche Richtlinie gibt es noch nicht. Der Test nutzt die Tatsa- ; 
che aus, daB sich die Schwiinmblatter von Wasserlinsen bei 
ausreichender Temperierung, Beleuchtung und Nahrstoff- 

25 versorgung sehr schniell teilen. Unter toxischer Belastung 
komint es jedoch zu einer Gelbfarbung vorhandener 
Schwiinmblatter und zu einer Verringerung der Teilungsge- 
scbwindigkeit. 

Dazu miissen vor Testbeginn nach AugenmaB in alle Ver- 

30 suchsansatze "gleichwertige" Wasserlinsenpflanzen aus der 
Vorzucht aussortiert und in GefaBe mit Nahrlosung einge- 
setzt werden. Dies ist grundlegend, da sich Startunter- 
schiede im Verlauf des Tests weiter vergroBem und damit 
SchadstoffefFekte verdecken konnen. Gleichzeitig ist die op- 

35 tisch manuelle Auswahl von Pflanzen mit "gleichwertiger" 
Blattanzahl und GroBe auch in Hinblick auf die Erforder- 
nisse der Qualitatssicherung und Dokumentation mit einem 
hohen subjektiven Faktor belastet. Nach Ende der normaler- 
weise siebentagigen Wachstumsphase im Phytotron, einer 

40 sehr gleichmaBig ausgeleuchteten Klimakammer, muB an- 
hand einer geeigneten MeBgroBe die Forderung oder Hem- 
mung des Wachstunis behandelter Versuchsansatze gegen- 
uber unbehandelten Kontrollansatzen ermittelt werden. Die 
haufigste und einfachste Methode ist die Zahlung der einzel- 

45 nen Schwimmblatter unabhangig von deren GroBe. Weitere 
MeBgroBen sind die Anzahl der gebildeten Wurzeln, das 
Trockengewicht und die Gesaratlange aller Wurzeln. Das 
Trockengewicht ist der objekdvste. und reproduzierbarste 
Endpunkt, ist aber nur einmal unter Zerstorung der Wasser- 

50 linsen moglich. Der Chlorophyllgehalt ist sehr aussagekraf- 
tig fiir die Vitalitat der Pflanzen, aber ebenfalls nur unter 
Zerstorung direkt mefibar. 

Nachteilig bei den genannien Testverfahren ist der hohe 
Arbeitsaufwand, die schlecht dokumentierbaren, da subjek- 
55 tiven EinfluBf aktoren u nd/oder die objektzerstorenden MaB- 
nahmen. 

Es ist demzufolge Aufgabe der vorliegenden Erfindungj 
unter Vermeidung der aus dem Stand der Technik bekannten 
Merkmale eine einfach durchzufuhrende, objektivierbare 
60 und objekterhaltende Moglichkeit zur Durchfuhrung und 
Auswertung von Biotests zu schaffen. 

Diese Aufgabe wird gelost mit einer Vorrichtung zur 
Durchfuhrung von Biotests, die Mittel zur automatischen 
bildanalytischen Auswertung von in Probenschalen ange- 
65 ordneten biologischen Proben mit und ohne EinfluB poten- 
tiell phytotoxischer Substanzen in verschiedenen Matrices 
und eine optische Aufnahmeeinrichtung aufweist, die die 
Probenschale mit Auf- oder Durchlicht beleuchtet, die Pro- 
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ben gegebenenfalls mit einer Glasscheibe oder einer hoch 
polaren Matrix planarisiert, mit einer digitalen (CCD) Ka- 
mera aufnimmc und die Daten zur Reduktion und Auswer- 
tung an ein Bildanalysesystem weitergibt. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind Gegenstand der Unter- 
anspriiche. 

So ist es bevorzugt, wenn die Vorrichtung Mittel zur auto- 
matischen Diskriminierung von Probenbestandteilen wie 
z. B. Samenhiille, SproB, Wurzel, Wurzelhaare oder von 
Wurzelhaaren iiberdeckter Flache, und zur darauffolgenden 
quantitativen Vermessung der Bestandteile auf z. B. Lange, 
Breite und Schattenflache aufgnind der erhobenen Daten 
mittels Bildanalyse aufweist. 

Welter vorleilhaft sind Mittel zur Wederauffindung indi- 
vidueller Proben, Probenbestandteile oder Probengruppen 
bei periodischen Vermessungen der gleichen Probe anhand 
von spezifischen Fornunerkmalen und Informationen uber 
die raumlichen Veranderungsmoglichkeiten zwischen den 
Messungen. 

. Wenn an/in den Versuchseinheiten im Sichtfeld der Ka- 
mera Barcodes angeordnet sind, die zur sicheren Zuordnving 
der einzelnen Messungen jeweils bildanalytisch mit ausge- 
wertet werden und neben Informationen zum Ibstansatz 
auch Angaben iiber die computergenerierte Plaziening der 
Schale bei randomisierten Versuchen enthalten, liegt eine 
weitere bevorzugte Ausfuhrungsform vor. 

Es ist weiter vorteilhaft, wenn eine Einrichtung zur auto- 
matischen Kalibrierung mit einem Einheitskorper bekannter 
Korpergeometrie und Farbe durch automatisches Vermessen 
von der Bildverarbeitung vorgesehen ist. Hierdurch konnen 
in einfacher Weise die Probendaten in absolute Werte umge- 
rechnet werden. 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn der oder die Barcodes 
auf dem Einheitskorper zur Kalibrierung angeordnet sind, 
da so der apparative Aufwand reduziert wird. 

Wenn dies erforderlich sein sollte, die Bildanalyse auch 
ohne sichtbares Licht durchzufiihren, kann eine Beleuch- 
tungseinrichtung zum Auswerten in dunkler Testumgebung 
mit einem Wellenlangenbereich, der die Pflanzen in ihrem 
Verhalten nicht beeinfluBt und bei der die CCD-Kamera ar- 
beitet, vorgesehen werden. 

Insbesondere kann dies eine Infrarotbeleuchtungseinrich- 
tung sein. 

Die in niarichen Testreihen erforderliche, nach Farben ge- 
trennte Erfassung und Auswertung der Proben wird durch 
eine Farbkamera oder eine optische Filtereinrichtung reali- 
siert.. 

Vorteilhaft ist weiter, wenn Mittel zum Vergleichen der 
gewonnenen Daten mit abgespeicherten Vergleichsdaten 
vorgesehen sind. Hierdurch kann auf im Laufe der Zeit an- 
gesammelles Referenzdatenmaterial zuriickgegriffen wer- 
den. 

Wenn die Aufnahmeeinrichtungen (CCD Kamera) und 
die Auswerteeinrichtungen (Bildanalysesystem) raumlich 
getrennl sind, kann die Auswertung in vorteilhafter Weise 
zentral durchgefiihrt wird. Hierdurch muB nicht an jedem 
Test-/Arbeitsplatz die voile Rechenleistung vorgehalten 
werden. 

Die CCD Kamera und die Probenschalen sollte relativ zu- 
einander beweglich angeordnet sein, damit die CCD Ka- 
mera unterschiedliche Probenbereiche anfahren, fokussie- 
ren und aufnehmen kann. 

Bevorzugt ist weiter, wenn die Auswerteeinrichtungen 
(Bildanalysesystem) anhand von Farb- und Strukturmustem 
der Testpflanzen Riickschliisse auf die Xenobiotika (Um- 
weltchernikalien) Ziehen kann. Xenobiotika (Umweltchemi- 
kalien) verursachen bei den genannten Pflanzen verschie- 
dene iJtruklurwandlungen. Die Pflanzen konnen sich z. B. in 



Farbe, Form, GroBe, Teilungsrate, Infrarotmuster oder Chlo- 
rophyllgehalt verandern. Es kann vollsiandiger und par- 
tieller Pigmentverlust auftreten. Es kommt zu Kolonieen- 
aufbruch, zur Buckelbildung, zum Verlusl oder zur extre- 
5 men Bildung von Wurzelhaaren. Wasserlinsen konnen An- 
tozyane auf der Unterseite bilden, oder sie bilden Tbrione. 
All diese Merkmale konnen Riickschliisse auf vorhandene 
Xenobiotika zu lassen. Die meisten Merkmale sind jedoch 
nach heutigem Stand der Technik nur durch Zerstorung des 

10 Organisinus zu bestimmen. Dadurch konnen immer nur ein- 
zelne Merkmale untersucht werden, und die spezifische 
Aussagekraft der Messung ist nicht gegeben. Durch die In- 
tegrale Erfassung aller Merkmale, kann die Auswerteein- 
. richtung Riickschliisse auf die vorliegenden Xenobiotika 

15 machen. Dabei werden zwei verschiedene Strategien ver- 
folgt. Zum einen erkennt die Auswerteeinrichtung vorgege- 
bene Merkmalsmusler, zum anderen werden durch eine' 
Vielzahl von Tests neiie Merkmalsverkniipfungen von der 
Auswerteeinrichtung selbstandig gefunden. 

20 Ein weiteres vorteilhaftes Merkmal der Erfindung ist es, 
daS die Auswerteeinrichtungen (Bildanalysesystem) die 
KeimLinge aufgrund von Bewegungsmustem, Farb- und 
Formenklassen auch nach deren Aufwachsen wiederfinden 
kann. In Keimungs- und A ufwuchstest werden eine Vielzahl 

25 gleicher Pflanzen in einem VersuchsgefaB beobachtet. 
Durch die enorme Ahnlichkeit ist es bisher nicht moglich, 
einzelne Organismen wieder aufzufinden und sie eindeutig 
iiber langere Zeit zu identi fi zieren. Die Aufnahmeeinheit 
kann z. B. bis zu 100 Keimlinge gleichzeitig beobachten, 

30 und sie aufgrund der beschriebenen Merkmalsmuster ein- 
wandfrei zuordnen. Hinzu kommt die Moglichkeit der Wi&- 
dererkennung aufgrund von vorgegebenen Bewegungsmu- 
stem. 

Objekte, die unter der Grenze der AuflosungsgroBe der 

35 CCD-Kamera liegen (kl einer 1 mm), sollten bevorzugt ori- 
ginalgetreu wiedergegeben werden. Die normale Auflo- 
sungsgrenze von CCD Kameras mit einer Auflosung von 
520 • 520 Pixeln hegt bei einem untersuchten Feld von 
100x100 mm bei ca. 3 mm^ (520 Pixel a 3 Farben entspre- 

40 chen 174 Pixel pro Farbe. Um ein Objekt klar darzustellen 
braucht man jedoch mindeslens 3 ♦ 3 Pixel). Da die Objekte 
bekannt sind, kann die Auswerteeinheit gefundene Objekte 
an bekannte Muster anfitten, und so die Auflosung erhphen. 
Die Objekte werden dann nicht mehr als Pixel Matrix darge- 

45 stellt, sondern als malhematische Funktion. Dadurch ist es 
moglich, die eigentlich beschrankte Auflosung der Kamera 
zu steigem und auch Objekte, die kleiner als 3 mm^ sind, 
maBstabsgetreu darzustellen. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform liegt vor, 

50 wenn die Aufnahmeeinrichtung (CCD-Kamera) und die 
Auswerteeinrichtung durch Filtersysteme die Stoffwechsel- 
rate der Pflanze anhand von Infrarotmustem bestimmen 
kann. Ein wichtiges Merkmal fur die FitneB von Pflanzen ist 
deren Stoffwechselrate. Sowohl die Photo syntheseleis tung, 

55 als auch die Oxidation von Starke und Fetten verandern das 
Infrarotmuster durch Reflexion und eigener Emission von 
Pflanzen. Diese Veranderungen konnen mittels IR-Filtem 
durch die CCD Kamera sichtbar gemacht werden. Die Aus- 
werteeinheit pal3t die Filtersysteme selbstandig aii, und kann 

60 somit zwischen PhotosynthesestofFwechsel und Atmung un- 
terscheiden. Diese Merkmalsmuster konnten bisher nicht 
zerstorungsfrei und iiber langere Zeit erfaBt werden, da die 
IR-Speku-en nicht von dem normalen Grundrauschen zu un- 
terscheiden war en. Durch spezielle Beleuchtung und Kiih- 

65 lung lassen sich nun auch feinste Unterschiede feststellen. 
SchlieBlich ist es vorteilhaft, wenn spezifische optische 
Filter fur Beleuchtung und Kamera zur Messung und Quan- 
tifizierung der Ruoreszenz von Pflanzen vorgesehen sind. 
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Bisher werden derartige Ruoieszenzsignale integral iiber 
die gesamte Bildflache ausgewertet. Neuartig ist, daB derar- 
tige FLuoreszenzsignale mit morphologischen Filtem bear- 
beitet werden. Weiterhin werden die Bilddaten mit den Da- 
ten und Formen der Bildobjekte im sichtbaren und IR-Be« 
reich iiberlagert und gemeinsam ausgewertet. Diese Anwen- 
dung eignet sich besonders fUf Kurzzeittests im Stundenbe- 
reich. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung (vgl. Fig. 1) zeichnet 
sich bei vollstandiger Kompatibilitat mit den vorhandenen 
Testrichtlinien durch eine Vermeidung der oben genannten 
Probleme bei gleichzeitiger Schaffung neuer, empftndliche- 
rer MeBgroBen aus. Durch die automatische Bildanalyse 
werden subjektive Faktoren ausgeschlossen, dernotwendige 
Personalaufwand drastisch reduziert. Damit werden Mehr- 
fachmessungen problemlos moglich und eine valide, konti- 
nuierliche Dokumentierbarkeit geschaffen. 

Die.eigentliche Auswertung wird nur durch die verwen- 
dete Software eingeschrankt. So ist es z. B. moglich, mit den 
gewonnenen Daten folgende Untersuchungen durchzufiih- 



- Erkennung von Nekrosen, Chlorosen und BlattmiB- 
bildungen; 

- Unterscheidung von toten und lebenden Blatlern; 

- Bestinunung der Wachstumsgeschwindigkeii und 
Keimungsrate und andere kontinuierliche oder engnia- 

. schigc Bestimmungen von Parametern (z. B. Teilungs- 
rate, Flachenzunahme, Chlorophyllentwicklung, 
Wachstumsdynamik, Absterbedynamik), die von Hand 
wegen des hohen Zeitaufwands kaum (wirtschaftlich) 
moglich sind; 

- Bestimmung der Blattanzahl; 

- Bestimmung der Frondzahl; 

- Bestimmung von Gesamt- und Einzelfrondflache; 

- Bestinmiung von Gesamt- und Einzelgriinheit; 

- Bestimmung des Chlorophyllgehaltes iiber die 
Griinheil der Blatter 

- Bestimmung des Trockengewichts uber Volumen- 
anaiyse und Flachenanalyse; 

- Bestimmung von Effektkonzentrationen (ECx); 

- Bestimmung von BlattgroBen, BlattgroBenverteilun- 
gen und Blattformen; 

- Gesamterfassung einer hdheren Pflanze; 

- automatischer Vergleich zu unbelasteten sogenann- 
ten Nullkontrollen, sowohl aus parallelen Versuchsan- 
satzen als auch aus gespeicherten Datensatzen; 

- Erfassung von IR-Mustem und Uberlagerung mit 
sichtbaren morphologischen Strukturen; 

- Archivierung der biidanalytischen Daten z, B. fiir 
eventuelle spatere Zweitgutachten. 

Dabei ist es insbesondere moglich, die gewonnenen Da- 
ten mittels Datenfemubertragung an eine zentrale Analysee- 
inrichtung zu iibermitteln, dort z. B. durch Vergleich mit 
groBen Bestanden an Standarddaten auswerten zu lassen 
und die Auswertung zuruckzuubermitteln. 

Die in den beiden Fig. 1 und 2 dargestellten Vorrichtun- 
gen sind lediglich Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung. 

In Fig. 1 ist eine Ausfiihrungsform dargestellt, bei der die 
in einer Probenschale od. dgl, befindliche Probe auf einem 
Objekttisch angeordnet wird. Je nach Fragestellung erfolgt 
entweder keine Beleuchtung oder eine Beleuchtung von den 
neben der Kamera angeordneten Beleuchtungseinrichtun- 
gen als Auflicht oder von der unterhalb des Objekttisches 
angeordneten Beleuchtungseinrichtung als Durchlicht. Die 
Kamera, z. B. eine CCD Kamera nimmt die Bilder auf, die 
dann mittels einer Auswerteeinheit, vorzugsweise in Fonh 



eines PCs bildanalytisch verarbeitet werdeji. Die Daten wer- 
den auf einem Monitor dargestellt. 

In Fig. 2 ist eine alternative Ausfuhrungsform gezeigt, bei 
der die Kamera oberhalb einer Klimakammer mit mehreren 
5 Proben verfahrbar angeordnet ist. Die Kamera kann so in 
vorgegebenen zeiUichen Abstanden die einzelnen Proben 
anfahren und entsprechende Aufnahmen wie* vorbeschrie- 
ben machen. 

Nachstehend werden noch zwei Anwendungsbeispiele 
iO fur die erfindungsgeniafie Vorrichtung erlautert. 

Anwendungsbeispiel Wurzellangentest 

Die erfindungsgemaBe computergestiitzte Bildanalyse er- 

\5 faBtjedenKeimling einzeln.MitbildanalytischenMethoden 
werden dann Samenhiille, SproB und Wurzel, gegebenen- 
falls auch Wurzelhaare separiert und dann getrennt quantifi- 
ziert. Mogliche MeBgroBen sind z. B. Samenquellung, Kei- 
mung (Wurzel nach bestimmter Inkubationszeit ianger als 

20 1-4 mm), Wurzellange, Wurzelschattenflache, mittlerer 
Wurzeldurchmesser, Verhaltnis der Wurzellange zum 
Durchmesser, von den Wurzelhaaren bedeckte Flache, 
SproBlange, SproBflache und Blattflache. 

Dies erlaubt es, ohne zusatzlichen Arbeitsaufwand auch 

25 bisher nur schlecht feststellbare Effekte wie eine Verande- 
rung der Wurzeldicke oder Blattflache unter S chads toffein- 
fluB zu erkennen. 

Die erst durch die Automatisierung praktikable peri- 
odische Vermessung aller Proben bei Petrischalentests wah- 

30 rend der Keim- und Wachstumsphase ermoglicht die Be- 
stimmung zeitlicher Wachstumsparameter wie Keimungs- 
zeitpunkt und individuelle Wachstumskurven. Dies ermog- 
licht auch eine automadsche Separierung von ungekeimten 
Samen und solchen, die in der Keimungs- oder ersten 

35 Wachstumsphase abgestorben sind. Zur individuellen Wie- 
derauffindung der sich auf dem Untergrund bewegenden 
Keimlinge werden bei jeder Messung die raumhche Lage 
spezifischer Keimhngsmerkmale der einzelnen KeimUnge 
bildanalytisch ermittelt und mit abgespeichert. Diese Merk- 

40 male ermoglichen bei der nachsten Messung die individu- 
elle Zuordnung von Keimlingen. 

Die Auswertung des Versuchs erfolgt beim Test in Petri- 
schalen entweder durch Heraiasnehmen derSchalen aus dem 
Inkubationsraum (gegebenenfalls Phytotron) in dieMeBvor- 

45 richtung oder durch Einbau der Kamera in einen horizontal 
beweglichen Schlitten im inkubationsraum. Dies gestattet 
vollautomatische Mehrfachmessungen und die Messung 
und Versuchsauswertung an arbeitsfreien Tagen. 

Bei anderen Testvorschriften werden die Pflanzen von der 

50 Aufwuchsmatrix manuell befreit und anschlieBend bildana* 
lytisch vermessen. 

Zur Pianaiisierung kann eine Glasscheibe auf die Keim- 
linge/Pflanzen gelegt werden. 

Alle Rohdaten konnen direkt statistisch ausgewertet wer- 

55 den. 

Um Verwechslungen auszuschlieBen, kann an/in jedem 
GefiiB/Versuchsansatz im Sichtfeld der Kamera ein Barcode 
angebracht werden, der bei der Bildanalyse jewei Is mit ein- 
gelesen wird. Er enthalt neben Informationen zum Testan- 
60 satz auch Angaben iiber die computergenerierte Plazierung 
der Schale bei randomisierten Versuchen, 

Die Beleuchtung wird in Abhangigkeit von der zu unter- 
suchenden Pflanze als Durchlicht oder Auflicht ausgefuhrt. 
Ein spezieller Fall stellt die Infrarotbeleuchtung dar. Mit In- 
65 frarotbeleuchtung konnen die Keimlinge kontrolliert wer- 
den, ohne ihr Wachstum zu beeinflussen, da Infrarotlicht 
keine Auswirkurigen auf die Photosynthese der Pflanzen 
hat. Anderseits ist die CCD Kamera dagegen empfindlich 
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fur Infrarotlicht. 

Fiir eine automatische Kalibrierung der MeBgrofie kann 
ein definierter Korper in die Schale eingebracht werden. Die 
Pixeiwerte und deren Farbwerte, die von der Bildverarbei- 
tung aufgenommen werden, konnen so in absolute Mefigro- 5 
Ben umgewandelt werden. Dies ermoglicht einen Vergleich 
mil manuellen Auswertungen. 

Anwendungsbeispiel Wasserlinsentest 

10 

Die coraputergestiitzte Bildanalyse erfaBt jedes Blatt der 
Wasserlinsen imTestgefaB einzeln, stellt die Flache fest und 
ennoglicht damit iiber die Anzahl hinaus GroBenverteilun- 
gen und GesamtfLache daizustellen. Dies erlaubt auch bisher 
nur schlecht feststellbare Effekte, wie eine Verkleinerung 15 
der Schwimmblatter unter SchadstofFeinfluB, zu erkennen. 

Die Auswertung des Versuchs erfolgt entweder durch 
Herausnehmen der Schalen aus dem Phytotron und Plazie- 
rung in die MeBvorrichtung oder auch durch Einbau derKa- 
inera auf einem beweglichen Schlitten im Phytotron selbst 20 
bzw. der Probe. Dies gestattet voUautomatische Mehrfach- 
messungen und die Messung und die Versuchsauswertung 
an arbeitsfreien Tagen. 

Die Beleuchtung fiir die Messung erfolgt von oben mit ei- 
ner zusatzlichen Beleuchtung rund um die Kamera, wobei 25 
ggf. das Licht des Phytotrons abgeschirmt wird. Zur besse- 
ren Un terse heidung von grunen, gelben und "weiBen" Blatt- 
chen wird eine Farbkamera oder eine Graustufen-Kamera 
mit beweglichen Filtem verwendet und gegebenenfalls auch 
mil Durchlicht gearbeitet. Die Bestimmung der Summe aller 30 
Schwimmblatter erfolgt nach Abschaltung der Zusatzbe- 
leuchtung ohne Filter. Bei direkten Messungen im Phytotron 
wird die Zusatzbeleuchtung abgeschaltet, so daB eine quasi 
indirekte Beleuchtung/Durchlicht vorliegt. 

Zur Dokumentation der jeweiligen Startbedingungen in 35 
jedem VersuchsgefaB werden vor Versuchsbeginn alle ein- 
zusetzenden Wasserlinsengruppen mit der Bildanalyse ver- 
messen und Gruppen, die enge Qualitatsanforderungen an 
die Homogenitat nicht einhalten, aussortiert. Dies verringert 
mogliche Standardabweichungen erheblich und schafft eine 40 
Testhomogenitat, die mit dem menschlichen Auge alleine 
nichi erreichbar ware. 

Wahrend des laufenden Versuches konnen gegebenen- 
falls in defi nierten Abstanden ohne groBen Aufwand Mes- 
sungen durchgetlihrt und zeidiche Verschiebungen in der 45 
Wachstumsdynamik dokumentiert werden. 

Fiir die Endauswertung, die statistischer Auswertung der 
Rohdaten und die Kennzeichnung mittels Barcodes gelten 
•die vorstehenden Ausfuhrungen analog. 

50 

Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zur Durchfiihrung von Biotests, ge- 
kennzelchnet durch Mittel zur automatischen bild- 
analytischen Auswertung von in Probenschalen ange- 55 
ordneten biologischen Proben mit und ohne EinfluB po- 
tentiell phytotoxischer Substanzen in verschiedenen 
Matrices, mit einer optische Aufnahmeeinrichtung, die 
die Probenschale mit Auf- oder Durchlicht beleuchtet, 
die Proben gegebenenfalls mit einer Glasscheibe oder 60 
einer hoch polaren Matrix planarisiert, mit einer digita- 
len (CCD) Kamera aufnimmt und die Daten zur Re- 
duktion und Auswertung an ein Bildanalysesystem 
weitergibt. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet 65 
durch. Mittel zur automatischen Diskriminierung von 
Probenbestandteilen wie z. B. Samenhiille, SproB, 
Wurzel, Wurzelhaare oder vori Wurzelhaaren iiber- 
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deckter Flache, und zur daraufFolgenden quantitativen 
Vermessung der Bestandteile auf z. B. Lange, Breite 
und Schattenflache aufgrund der erhobefien Daten mit- 
tels Bildanalyse, 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeich- 
net durch Mittel zur Wiederauffindung individueller 

Proben, Probenbestandteile oder Probengruppen bei 
periodischen Vermessungen der gleichen Probe anhand 
von spezifischen Fomunerkmalen und Informationen 
iiber die raumlichen Veranderungsmoglichkeiten zwi- 
schen den Messungen. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, ge- 
kennzeichnet durch anAm den Yersuchseinheiten im 
Sichtfeld .der Kamera angeordneten Barcodes, die zur 
sicheren Zuordnung der einzelnen Messungen jeweils 
bildanalytisch mit ausgewertet werden und neben In- 
formationen zum Testansatz auch Angaben iiber die 
coinputergenerierte Plazierung der Schale bei randomi- 
sierten Versuchen enthalten. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, ge- 
kennzeichnet durch eine Einrichtung zur automati- 
schen Kalibrierung mit einem Einheitskdrper bekann- 
ter Korpergeometrie und Farbe durch automatisches 
Vermessen von der Bildverarbeitung, so daB die Pro- 
bendaten in absolute Werte umgerechnel werden kon- 
nen. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der oder die Barcodes auf dem Ein- 
heitskorper zur Kalibrierung angeordnet sind. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, ge- 
kennzeichnet durch eine Beleuchtungseinrichtung zum 
Auswerten in dunkler Testumgebung mit einem Wel- 
lenlangenbereich, der die Pflanzen in ihrem Verhalten 
nicht beeinfluBt und bei der die CCD-Kamera arbeitet, 
so daB die Bildanalyse auch ohne sichtbares Licht 
durchgefiihrt werden kann. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Beleuchtungseinrichtung als Infrarot- 
beleuchtungseinrichtung ausgebildet ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, ge- 
kennzeichnet durch eine Farbkamera oder eine opti- 
sche Filtereinrichtung zur nach Farben getrennten Er- 
fassung und Auswertung der Proben. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, ge- 
kennzeichnet durch Mittel zum Vergleichen der ge- 
wonnenen Daten mit abgespeicherten Vergleichsdaten. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Aufnahmeeinrichtun- 
gen (CCD Kamera) und die Auswerteeinrichtungen 
(Bildanalysesystem) raumlich getrennt sind, so daB die 
Auswertung zentral durchgefiihrt wird. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB die CCD Kamera und die 
Probenschalen relativ zueinander beweglich angeord- 
net sind, so daB die CCD Kamera unterschiedliche Pro- 
benbereiche anfahren, fokussieren und aufnehmen 
kann, 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Auswerteeinrichtun- 
gen (Bildanalysesystem) anhand von Farb- und Struk- 
turmustem der Testpflanzen Rtickschliisse auf die Xe- 
nobiotika (Umweltchemikalien) Ziehen kann. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Auswerteeinrichtun- 
gen (Bildanalysesystem) die Keimlinge aufgrund von 
Bewegungsmustem, Farb- und Formenklassen auch 
nach deren Aufwachsen wiederfinden kann. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
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dadurch gekennzeichnet, dafi Objekte, die unter der 
Grenze der AuflosungsgroBe der CCD-Kamera liegen 
(kleiner 1 mm), originalgetreu wiedergegeben warden. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Aufnahmeeinrich- . 5 
tung (CCD-Kamera) und die Auswerteeinrichtung 
durch Filtersysteme die Stoffwechselrate. der Pflanze 
anhand von Infrarotmustem bestimmen kann. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB spezifische optische Fil- lo 
ter fiir Beleuchtung und Kamera zur Messung und 
Quantifizierung der Fluoreszenz von Pflanzen vorgese- 
hen sind. 
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